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Un exemple de transfert de technologie réussi
dans le domaine de la micropropagation :
la multiplication de Coffea arabica
par embryogenèse somatique
Résumé
Parmi les techniques possibles de micropropagation, la multiplication ve´ge´tative par
embryogene`se somatique est de loin la plus prometteuse pour la diffusion rapide et a`
grande e´chelle d’individus e´lites. Pourtant a` ce jour, il n’existe que de tre`s rares exemples
de proce´de´s de propagation par embryogene`se somatique applique´s au niveau
commercial. Les verrous sont multiples et se situent le plus souvent au niveau d’un
effet ge´notypique important en particulier pour l’obtention de tissus embryoge`nes, au
niveau de la qualite´ des embryons somatiques re´ge´ne´re´s, de l’incidence de variations
somaclonales et plus ge´ne´ralement au niveau dumanque de reproductibilite´ et d’efficacite´
de certaines e´tapes, conduisant a` des couˆts de production jusqu’ici prohibitifs. Les
recherches sur l’embryogene`se somatique du cafe´ier ont de´bute´ dans diffe´rents instituts, y
compris le Centre de coope´ration internationale en recherche agronomique pour le
de´veloppement (Cirad), de`s la fin des anne´es 1970. Entre 1995 et 2001, le Cirad a fait
e´voluer la technique utilise´e a` l’e´chelle d’un laboratoire de recherche vers un proce´de´
permettant la diffusion industrielle d’hybrides F1 de Coffea arabica extreˆmement
prometteurs. Au cours de cette pe´riode, deux innovations technologiques ont rendu le
transfert industriel e´conomiquement possible : la production en masse d’embryons
somatiques en biore´acteurs a` immersion temporaire et la possibilite´ de les semer
directement en pe´pinie`re. Paralle`lement, des donne´es rassurantes concernant la
conformite´ ge´ne´tique des plantes re´ge´ne´re´es e´taient obtenues (fre´quence de variations
somaclonales < 3 %). En 2002, le Cirad en partenariat avec le groupe ECOM a de´cide´ le
transfert industriel de la me´thode d’embryogene`se somatique pour diffuser en Ame´rique
centrale quatre clones d’hybrides d’Arabica se´lectionne´s pour des syste`mes de culture
agroforestiers. Le pre´sent article de´crit chez le cafe´ier les diffe´rentes e´tapes et les difficulte´s
qui ont duˆ eˆtre surmonte´es jusqu’a` un transfert technologique re´ussi en 2010 et a` un des
tout premiers exemples d’application commerciale de la technique d’embryogene`se
somatique.
Mots cle´s : couˆts de production ; embryogene`se somatique ; pe´pinie`re ; transfert de
technologie ; variation somaclonale.
The`mes : ame´lioration ge´ne´tique ; productions ve´ge´tales.
Abstract
An example of successful technology transfer in micropropagation: Coffea arabica
multiplication by somatic embryogenesis
Of all the possible micropropagation techniques, vegetative propagation by somatic
embryogenesis is by far the most promising one for the rapid, large-scale dissemination of
elite individuals. Yet, to date, examples of somatic embryogenesis processes applied at an
industrial scale are very few and far between. There are many complications. They usually
involve a major genotypic effect, particularly for obtaining embryogenic tissues, or are
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Étude originale
Introduction
L'embryogenèse somatique,
une technologie
très attendue !
Lorsqu’elle est initie´e, comme chez le
cafe´ier, a` partir de tissus (ou
« explants ») pre´leve´s sur l’arbre adulte,
l’embryogene`se somatique permet la
propagation ve´ge´tative rapide et mas-
sive de ge´notypes e´lites en s’affran-
chissant des longs et couˆteux processus
de se´lection ge´ne´alogique. A` ce jour, il
n’existe pourtant que de tre`s rares
exemples d’application commerciale
de proce´de´s d’embryogene`se soma-
tique. On peut citer comme exemples
le pin a` encens (Pinus taeda) (Gupta et
Hartle, 2010), le palmier a` huile (Khaw
et al., 1999) ou encore le cafe´ier, que ce
soit l’espe`ceC. arabica (pre´sent article)
ouC. canephora (Sampote et al., 2006 ;
Ducos et al., 2010), pour lesquels la
production annuelle de´passe a` pre´sent
un a` plusieurs millions de plantes.
Pourtant, de l’avis ge´ne´ral, cette tech-
nique de multiplication ve´ge´tative est
de loin la plus prometteuse pour
capturer au plus vite le gain ge´ne´tique
par la diffusion rapide et a` grande
e´chelle des individus e´lites. Cela est
d’autant plus vrai pour les espe`ces
ligneuses dont les cycles biologiques
et, partant, les de´lais pour la production
de varie´te´s nouvelles, sont longs. Les
blocages pour de´velopper cette tech-
nologie sont multiples et se situent le
plus souvent au niveau d’un effet
ge´notypique important, en particulier
pour l’obtentionde tissusembryoge`nes,
au niveau de la qualite´ des embryons
somatiques re´ge´ne´re´s, de l’incidence de
variations somaclonales et plus ge´ne´ra-
lement au niveau du manque de
reproductibilite´ et d’efficacite´ de certai-
nes e´tapes conduisant a` des couˆts de
production jusqu’ici prohibitifs.
Diffuser au plus vite
le progrès génétique
chez l'espèce C. arabica
Les recherches sur l’embryogene`se
somatique du cafe´ier ont de´bute´ dans
diffe´rents instituts, y compris au Cen-
tre de coope´ration internationale
en recherche agronomique pour le
de´veloppement (Cirad), de`s la fin
des anne´es 1970 mais sans objectif
tre`s clair. Au de´but des anne´es 1990,
le Cirad en partenariat avec le
re´seau de recherche centrame´ricain
PROMECAFE se lance dans la cre´ation
d’hybrides F1 intraspe´cifiques chez
C. arabica en croisant les varie´te´s
traditionnellement cultive´es en Ame´-
rique latine et des individus sauvages
originaires d’E´thiopie et du Kenya. Les
hybrides ainsi obtenus se re´ve`lent
extreˆmement prometteurs car ils pre´-
sentent un fort niveau d’he´te´rosis,
avec des gains de rendement de
l’ordre de 40 % compare´s aux meil-
leures varie´te´s cultive´es, et certains
d’entre eux produisent un cafe´ dont la
qualite´ organoleptique s’ave`re supe´ri-
eure a` celle des varie´te´s de re´fe´rence
(Bertrand et al., 2005 ; Bertrand et al.,
2012). La ne´cessite´ de disposer d’un
proce´de´ d’embryogene`se somatique
capable de propager massivement les
meilleurs clones d’hybrides F1 d’Ara-
bica s’impose rapidement aupre`s des
co-obtenteurs de ces nouvelles varie´-
te´s. Mais un pas important de la
technique reste a` franchir pour indus-
trialiser les techniques mises au point
en laboratoire de recherche et per-
mettre la production annuelle de
plusieurs millions de plants. Les co-
obtenteurs de´cident de financer la
recherche ne´cessaire pour re´ussir ce
premier changement d’e´chelle. Il sera
re´alise´ sous la direction du Cirad au
CATIE (Centro Agrono´mico Tropical
de Investigacio´n y Ensen˜anza), centre
de recherche re´gional situe´ au Costa
Rica.
related to the quality of regenerated somatic embryos, the incidence of somaclonal
variation and, more generally, a lack of reproducibility and efficiency at certain stages of
the process, leading to production costs that are prohibitive. Research on coffee somatic
embryogenesis began at the end of the 1970s at various institutes, including Cirad.
Between 1995 and 2001, Cirad moved the technique forward from a research laboratory
scale to a technique enabling industrial dissemination of extremely promising Coffea
arabica F1 hybrids. Over that period, two technological innovations made technology
transfer economically feasible : mass production of somatic embryos in temporary
immersion bioreactors and the possibility of sowing them directly in the nursery. At the
same time, reassuring data were obtained on the genetic conformity of regenerated plants
(somaclonal variation frequency < 3%). In 2002, in partnership with the ECOM group,
Cirad decided to transfer the somatic embryogenesis method on an industrial scale to
Central America so that four Arabica hybrid clones, that were selected for agroforestry-
based farming systems could be disseminated throughout that part of the word. This article
describes the different stages and the difficulties we had to overcome in coffee tree before
successful technology transfer could occur in 2010. It describes one of the first examples of
somatic embryogenesis technology applied at a commercial scale.
Key words: nursery; production costs; somaclonal variation; somatic embryogenesis;
technology transfer.
Subjects: genetic improvement; vegetal productions.
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Résultats
État des lieux avant
le transfert technologique
(1995-1996) :
repérage des points
à améliorer
Plusieurs limitations sont identifie´es
qui s’opposent a` l’industrialisation du
proce´de´ d’embryogene`se somatique
de´veloppe´ jusqu’ici par le Cirad. Les
couˆts de production selon les condi-
tions de culture varient de 1,5 a`
2 dollars US/plante alors qu’un semen-
ceau conventionnel se vend 0,25-
0,35 dollar US ! Handicap supple´men-
taire, en Ame´rique latine, les densite´s
de plantation pratique´es pour l’Arabica
se situent entre 6 000 et 8 000 arbres/
hectare en raison du nanisme des
varie´te´s utilise´es qui a permis l’intensi-
fication de la production depuis les
anne´es 1960. Le surcouˆt ne´cessaire
pour planter des vitroplants doit eˆtre
limite´ meˆme si une plus-value signifi-
cative est espe´re´e avec du mate´riel
hybride. Le calcul a e´galement permis
d’identifier pre´cise´ment les e´tapes du
proce´de´ responsables de ce couˆt de
production e´leve´ ; il s’agit des e´tapes
tardives incluant la germination et le
de´veloppement en plantules posse´-
dant au moins deux paires de feuilles
pour supporter le choc de l’acclimata-
tion aux conditions ex vitro. Cette
pe´riodedecroissance invitrodemande
classiquement une main-d’œuvre
importante a` cause de l’ine´vitable
repiquage mensuel et de la fabrication
des milieux nutritifs ge´lifie´s mais aussi
la mobilisation de surfaces importantes
dans les salles de culture. La deuxie`me
limitation est le risque non e´value´
jusqu’alors que le proce´de´ d’embryo-
gene`se somatique puisse provoquer
une fre´quence e´leve´e de variations
somaclonales. Ces « erreurs de photo-
copie » sont inde´sirables car les plants
« variants » nepre´sentent plus toutes les
qualite´s agronomiques de la « plante
me`re » se´lectionne´e. Les variations
somaclonales repre´sentent un pro-
ble`me re´current pour les cultures in
vitro et particulie`rement pour les
syste`mes d’embryogene`se somatique
qui font intervenir des concentrations
relativement e´leve´es d’auxines telles
que le 2,4-D et l’acide indole 3-ace´tique
(AIA) pour induire la formation et la
multiplication de cellules embryoge`-
nes. L’implication de ces re´gulateurs de
croissance dans l’induction des varia-
tions somaclonales est connue depuis
longtemps (Karp, 1994).
Des innovations
technologiques
et des informations
rassurantes sur la conformité
génétique (1996-2001)
Au cours de cette pe´riode, deux
innovations techniques rendent un
transfert technologique e´conomique-
ment possible : i) la production en
masse d’embryons somatiques pre´ger-
me´s en biore´acteurs a` immersion tem-
poraire (Etienne-Barry et al., 1999 ;
Albarra´n et al., 2005) ; et ii) la possibilite´
de les semer directement sur substrat
horticole pour obtenir une re´ge´ne´ration
de plantules photo-autotrophes en
pe´pinie`re (Etienne-Barry et al., 1999 ;
Etienne-Barry et al., 2002a ; Etienne-
Barry et al., 2002b). Ces deux sauts
technologiques permettent de de´placer
la plus grande partie des e´tapes tardives
(germination, conversiondesembryons
en plantes) du laboratoire vers la
pe´pinie`re, ce qui re´duit conside´rable-
ment les couˆts deproduction. Le prix de
revient d’une plantule est ainsi estime´ a`
0,5 dollar US. Le pari est fait qu’une
re´duction des couˆts sera encore pos-
sible en passant aux conditions de
production industrielle.
Paralle`lement, desdonne´es rassurantes
concernant la conformite´ ge´ne´tique
des plantes re´ge´ne´re´es sont obtenues.
D’une part, la fre´quence des variants
somaclonaux au champ s’ave`re relati-
vement faible (infe´rieure a` 3 %).
D’autre part, les seules variations
observe´es en cinq anne´es sont quali-
tatives, c’est-a`-dire aise´ment identifia-
bles au niveau phe´notypique, et non
quantitatives. Par exemple, la quantite´
de cafe´ produite ou la teneur du grain
en e´le´ments biochimiques ne sont pas
modifie´es (Etienne et Bertrand, 2001).
Sept types de variants phe´notypiques
sont alors de´crits ; les variants Angusti-
folia (feuilles e´troites), Variegata (pana-
chure des feuilles) et Nain sont les plus
fre´quents (Etienne et Bertrand, 2003).
Par ailleurs sont pre´cise´es des condi-
tions de multiplication du mate´riel
embryoge`ne en suspensions cellulaires
permettant de limiter la re´ge´ne´ration
de variants somaclonaux. En 2001, le
proce´de´ est donc conside´re´ comme
transfe´rable au niveau industriel,
d’autant plus qu’il a fonctionne´ sur la
totalite´ des 19 hybrides F1 teste´s.
Montage du partenariat
(2003)
A` partir de 1999-2000, le Cirad est
de´cide´ a` aller jusqu’au terme du
processus de valorisation de l’embryo-
gene`se somatique pour multiplier a`
grande e´chelle les hybrides F1 mais
aussi pour acque´rir une expe´rience
utile pour les autres espe`ces tropicales
pour lesquelles l’application de cette
technologie est envisage´e. Il recherche
un partenaire inte´resse´ par ce transfert
technologique chez C. arabica. Un
contrat est signe´ avec le groupe suisse
ECOM en 2003. A` cette e´poque, les
essais agronomiques a` partir de clones
d’hybrides F1 re´ve`lent leur remar-
quable adaptation aux conditions agro-
forestie`res et confirment l’excellence
de certains hybrides F1 au niveau
organoleptique (Bertrand et al.,
2011). Or la majorite´ des cafe´ie`res en
Ame´rique latine est conduite en agro-
foresterie. L’adoption des hybrides F1
pourrait permettre d’augmenter les
quantite´s et la qualite´ du cafe´ produit.
Les partenaires choisissent leNicaragua
comme lieu de transfert technologique
pour diffuser les hybrides d’Arabica
dans toute l’Ame´rique centrale.
Chacun des deux partenaires est
cependant conscient de la difficulte´
d’un tel transfert technologique mais
probablement pour des raisons diffe´-
rentes. Le Cirad est concentre´ sur les
difficulte´s d’ordre technique lie´es au
transfert technologique proprement
dit et au changement d’e´chelle impor-
tant a` re´ussir (passer d’une production
annuelle de 50 000 plantes a` plusieurs
millions). De son coˆte´, le principal
souci du partenaire est l’accueil
re´serve´ au nouveau mate´riel car il
s’inquie`te a` juste titre de sa double
particularite´ : hybride F1 et vitroplant.
A cette date il n’existe pas d’exemple
connu de programme de se´lection
ayant conduit a` la diffusion commer-
ciale d’hybrides F1 ou de vitroplants.
Le marche´ est a` cre´er de toutes pie`ces
et les re´ticences de la part des « lobbies
antihybrides » et de certains consom-
mateurs risquent d’eˆtre nombreuses.
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Construction
des infrastructures
et premiers ajustements
(2004-2006)
Le choix a e´te´ fait de construire un
laboratoire fonctionnel de 300 m2
(figure 1A), une structure assez petite
pour limiter les couˆts de production. Il
est e´galement de´cide´ de le localiser sur
le meˆme site qu’une grande usine de
traitement de cafe´ a` Sebaco, une petite
ville situe´e a` 100 km de la capitale
Managua, l’objectif e´tant que les nom-
breux producteurs qui livrent leur cafe´
pour traitement a` l’usine, puissent
e´galement de´couvrir lemate´riel hybride
et se familiariser avec cette me´thode
innovantedemicropropagation in vitro.
Une collection de « pied me`res »
d’hybrides se´lectionne´s est installe´e
a` proximite´ du laboratoire. Elle four-
nira le mate´riel ve´ge´tal de base
ne´cessaire a` la propagation in vitro.
Six a` huit copies clonales obtenues par
bouturage horticole ou greffage de
chaque hybride se´lectionne´ y sont
maintenues a` l’e´tat ve´ge´tatif (pas de
fructification) et dans un excellent e´tat
sanitaire afin de favoriser la re´activite´
des explants introduits en culture in
vitro. Les pe´pinie`res d’acclimatation
A B
C D
E F
Figure 1. Les laboratoires de propagation in vitro du caféier de Sebacco au Nicaragua et de Xalapa au Mexique.
Figure 1. Coffee in vitro propagation laboratories of Sebacco, Nicaragua and Xalapa, Mexico.
Laboratoires de Sebacco au Nicaragua. A) vue exterieure ; B) salle des suspensions cellulaires ; C) salle de repiquage ; D) salle de culture en bioreacteurs de Xalapa au Mexique ; E)
vue exterieure ; F) salle de preparation des milieux.
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des embryons somatiques, d’endurcis-
sement et de grossissement sont mises
en place dans une ferme appartenant a`
l’un des producteurs du groupe, situe´e
a` 30 kmdu laboratoire, dans la zone de
culture du cafe´ier.
Durant ces deux anne´es, un certain
nombre de difficulte´s techniques, lie´es
notamment a` la qualite´ de l’eau et aux
fre´quentes coupures d’e´lectricite´, ont
duˆ eˆtre re´solues. Il a par ailleurs fallu
former le personnel ne´cessaire.
Production industrielle
et changement d'échelle
(2007-2011)
Au cours de l’anne´e 2007, la plupart des
proble`mes techniques sont re´gle´s et
une e´quipe de 25 personnes, dont 11
travaillant au laboratoire, est forme´e et
organise´e. L’activite´ de production
de´marre de´but 2007 et augmente
re´gulie`rement au cours des trois anne´es
suivantes : 30 000 plantes sont vendues
en 2007, 280 000 en 2008, 650 000
en 2009, 1 000 000 en 2010 et
1 400 000 plantes en 2011. A` terme,
l’objectif de production annuelle de ce
laboratoire, sans modification ou sup-
ple´ment de moyens, est de 5 millions
de plantes. Ce changement d’e´chelle
peut eˆtre atteint par des optimisations
techniques sur le proce´de´. Au cours de
cette pe´riode, une dizaine de clones
d’hybrides F1 ont e´te´ produits. La
plantation de 3 millions de vitroplants
de cafe´iers cultive´s en conditions agro-
forestie`res en Me´so-Ame´rique et au
Mexique a e´te´ re´alise´e. Les premie`res
productions pre´industrielles sont
l’occasion de tester chaque e´tape du
proce´de´ d’embryogene`se somatique,
d’identifier des points de blocage et
de re´aliser des optimisations importan-
tes. Nous de´taillons cette expe´rience
e´tape par e´tape dans la suite.
Performances au niveau industriel
des différentes étapes du procédé
Les diffe´rentes e´tapes du proce´de´
d’embryogene`se somatique sont sche´-
matise´es dans la figure 2. L’ensemble
du clonage, allant de l’introduction
des fragments de feuilles jusqu’a` la
production de plantes pouvant eˆtre
transfe´re´es au champ, ne´cessite pre`s
de 2 ans dont 8 mois de pe´pinie`re. La
production commerciale a commence´
apre`s ve´rification de la conformite´
ge´ne´tique de tous les pieds me`res en
utilisant des marqueurs mole´culaires
de type microsatellites (SSR).
Production des tissus embryogènes
Cette e´tape ne pose pas de proble`me
chez l’Arabica sinon qu’elle est relati-
vement longue (8-10 mois). La totalite´
des explants re´agit en produisant un
cal primaire cicatriciel (figure 3A) et 10
a` 40 % d’entre eux selon les ge´notypes
Multiplication
des agrégats
cellulaires
Prégermination
des embryons
en bioréacteur
à immersions
temporaires
Semis direct
et conversion
des embryons
en plantules 
Cal
embryogène 
Différenciation
des embryons
Explant
foliaire
5 mois
Croissance
et endurcissement
en pépinière 
Pied mère
17 mois en laboratoire 
8 mois en pépinière
Figure 2. Représentation schématique du procédé industriel de propagation in vitro du caféier par embryogenèse somatique.
Figure 2. Schematic representation of the coffee somatic embryogenesis process transferred at the industrial scale.
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produisent un cal secondaire embryo-
ge`ne (figure 3B). Ces fre´quences sont
suffisantes pour une production a`
grande e´chelle, d’autant plus que les
tissus embryoge`nes sont multiplie´s
par la suite sous forme de suspensions
d’agre´gats cellulaires. Un effet ge´no-
typique relativement marque´ existe
mais il est facilement pris en compte
en adaptant les quantite´s d’explants
foliaires introduits.
Multiplication des tissus embryogènes
et différenciation des embryons
Ces deux e´tapes sont re´alise´es en
milieu liquide en fioles d’Erlenmeyer
sous agitation (figure 1B). Plusieurs
millions d’embryons sont produits
annuellement sur 4 m2 de tables
d’agitation. Elles ne posent aucun
proble`me au niveau industriel mais
requie`rent un savoir-faire technique
important par rapport aux autres
e´tapes, en particulier pour l’e´tablisse-
ment initial des suspensions. Ces
e´tapes permettent e´galement une
synchronisation importante du de´ve-
loppement du mate´riel ve´ge´tal qui
perdurera par la suite et permettra de
re´duire le travail associe´ au tri des
embryons acclimatables. A` chacune
de ces e´tapes correspond ainsi un
stade unique de de´veloppement, c’est-
a`-dire agre´gats embryoge`nes puis
embryons au stade torpille pleinement
de´veloppe´s au terme de l’e´tape de
diffe´renciation (figure 3C).
Prégermination des embryons
somatiques en bioréacteurs
Quatre millions d’embryons pre´ger-
me´s ont e´te´ produits en 2010 dans des
biore´acteurs a` immersion temporaire
d’un litre de type RITA1 (Teisson et
Alvard, 1995 [figures 1C, 1D, 3D]). La
collecte de l’ensemble des embryons
pre´germe´s (figure 3E) capables de
re´ge´ne´rer des plantules en pe´pinie`re
ne´cessite 2 a` 3 re´coltes a` partir de ces
biore´acteurs. Des essais avec des
biore´acteurs plus grands ont montre´
plusieurs avantages : un gain d’effica-
cite´, en produisant une plus grande
quantite´ d’embryons acclimatables
pour une meˆme quantite´ de travail ;
moins de biore´acteurs donc moins
d’investissement et moins de travail de
nettoyage des diffe´rentes pie`ces
constitutives ; un brassage des
embryons obtenus dans un volume
plus grand bien plus efficace et qui
s’accompagne d’une meilleure syn-
chronisation au cours des premie`res
e´tapes de la germination. Cette opti-
misation se traduit directement par la
possibilite´ de re´colter en une seule fois
la totalite´ des embryons transfe´rables
en pe´pinie`re.
Semis direct des embryons prégermés
en sol horticole et conversion
en plantules
Il s’agit de l’e´tape la plus de´licate du
proce´de´. Ce transfert est re´alise´ sous
hygrome´trie saturante sous tunnels a`
A B C
D E
Figure 3. Différents stades de développement des tissus de caféier cultivés au cours des phases in vitro du procédé d'embryogenèse somatique.
Figure 3. Development stages of coffee tissues during the in vitro steps of the somatic embryogenesis process.
A) explant foliaire un mois après introduction in vitro ; B) cal embryogène 8 mois après introduction ; C) differenciation des embryons somatiques en ﬁoles d'Erlenmeyer ; D)
pregermination des embryons en bioreacteurs à immersion temporaire de type RITA1 ; E) embryons somatiques pregermes prêts pour leur transfert ex vitro.
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couverture plastique (figure 4A). Les
embryons somatiques y sont cultive´s a`
forte densite´ sur un substrat inerte a`
base de tourbe (figure 4B). Actuelle-
ment, cette e´tape constitue un goulot
d’e´tranglement au niveau industriel
puisqu’en moyenne, pour l’ensemble
des 11 ge´notypes propage´s, seule-
ment 50 % des embryons re´ge´ne`rent
des plantules (figure 4C). Un effet
ge´notypique assez fort est observe´
entre les clones d’hybrides propage´s.
La dure´e moyenne ne´cessaire a` la
conversion en plantes apre`s semis est
relativement longue (22 a` 24 semai-
nes) en comparaison avec les plantu-
les issues de semences (14 a`
15 semaines). La conversion en plan-
tes est asynchrone et deux ou trois
re´coltes successives sont ne´cessaires.
Ces observations illustrent la marge de
progression importante possible sur
cette e´tape.
Grossissement en pépinière
Les plantules pre´sentant 2 a` 3 paires
de feuilles sont transfe´re´es dans des
conditions de pe´pinie`re plus tradi-
tionnelles ou` elles sont acclimate´es
aux conditions exte´rieures en
A B C
D E
G H
F
Figure 4. Pépinières de vitroplants de caféier au Nicaragua.
Figure 4. Nurseries of somatic embryo-derived coffee plants in Nicaragua.
A et B) vue des tunnels d'acclimatation ; C) aspect des plantules obtenues par semis des embryons pregermes ; D et F) transfert des plantules en tubes de 200 mL et E)
endurcissement ; G et H) vues des pepinières de grossissement (ferme « La Cumplida », Matagalpa, Nicaragua).
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re´duisant progressivement l’humidite´
relative et en augmentant l’intensite´
lumineuse (figures 4D, 4E, 4G, 4H).
Cette e´tape est bien maıˆtrise´e et ne
pose aucune difficulte´. Meˆme si la
croissance initiale des plants issus
d’embryons somatiques est plus lente
et plus he´te´roge`ne que celle de leurs
homologues issus de graines, en fin de
se´jour en pe´pinie`re ils ont rattrape´ leur
retard et s’ave`rent meˆme plus vigou-
reux que ces derniers (Mene´ndez-
Yuffa et al., 2010, [figure 4H]). Neuf
pour cent des plantes sont e´carte´es au
cours du controˆle de qualite´ re´alise´ au
terme de l’e´tape de pe´pinie`re. Pour
l’essentiel, ces plantes pre´sentent des
de´fauts horticoles (manque de
vigueur, tige courbe´e. . .) ; quelques
plantes exhibant des modifications
pre´coces du phe´notype lie´es a` des
variations somaclonales (Variegata
[figure 5A] et Angustifolia [figure 5B])
sont e´galement e´carte´es mais elles ne
repre´sentent que 0,3 % de la totalite´
de la production. L’effet ge´notypique
est faible ou inexistant au cours de
l’e´tape de grossissement des plants. La
principale difficulte´ pour le change-
ment d’e´chelle a` cette e´tape concerne
le choix du container. Des volumes
trop grands imposaient l’utilisation de
quantite´s de substrat horticole et des
surfaces de pe´pinie`re tre`s importantes,
et compliquaient ulte´rieurement le
transport des plants aupre`s des pro-
ducteurs, puis la plantation au champ,
en particulier dans les zones monta-
gneuses. Le choix d’un petit tube de
polypropyle`ne de 200 mL a e´te´ fait
(figure 4F) e´tant donne´ la vocation du
laboratoire de diffuser les vitroplants
dans un substrat inerte, indemne de
ne´matodes et de maladies du sol, sur
l’ensemble de la zone centrame´ricaine
(figure 5D).
Conformité génétique
des plantes issues
d'embryogenèse somatique
L’obtention d’informations sur les
variations somaclonales e´tait l’une
des attentes de ce transfert technolo-
gique. Nous n’avons jusqu’ici identifie´
chez C. arabica que des variations
morphologiques (qualitatives) et
avons montre´ que des plants phe´no-
typiquement normaux poussaient et
produisaient normalement. Certains
variants phe´notypiques ne peuvent
eˆtre de´tecte´s qu’au stade adulte, un ou
deux ans apre`s plantation. Les pre-
mie`res observations dans les parcelles
commerciales du Nicaragua re´ve`lent
une fre´quence d’environ 0,8 %
(comptage re´alise´ en champs sur
environ 220 000 cafe´iers plante´s en
2008), ce qui est tout a` fait acceptable
A
D E
B C
Figure 5. De la pépinière de vitroplants au champ.
Figure 5. From the vitroplant nursery to the field.
A) variant panache (« variegata ») ; B) variant « angustifolia » ; C) clone d'hybride F1 d'Arabica en fructiﬁcation ; D) transport des vitroplants chez les producteurs ; E) plantation
d'hybrides F1 d'Arabica dans des systèmes agroforestiers.
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commercialement. Les variations
concernent principalement des variants
nains (84 % des variations observe´es).
La rarete´ des variations somaclonales au
niveau ge´ne´tiquedans les conditions de
production utilise´es a re´cemment e´te´
confirme´e a` l’aide des marqueurs
mole´culaires de type AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism). La
comparaison des profils e´lectrophore´-
tiques obtenus avec des plantes re´ge´-
ne´re´es par embryogene`se somatique
avec ceux des plantes me`res met en
e´vidence un tre`s faible niveau de
polymorphisme. Les variations d’ori-
gine e´pige´ne´tique sont e´galement rares
comme le montrent les analyses de´ri-
ve´es de la technique AFLP telles que les
MSAP (Methylation-SensitiveAmplifica-
tion Polymorphism) et les S-SAP
(Sequence-Specific Amplification Poly-
morphism) permettant de de´tecter res-
pectivement le polymorphisme associe´
aux changements de me´thylation de
l’ADN et a` la re´activation d’e´le´ments
transposables.
Afin de garantir a` l’e´chelle industrielle
la conformite´ ge´ne´tique des plantes
issues d’embryogene`se somatique,
nous avons de´veloppe´ une strate´gie
de « dilution du risque ». Outre le tri
pre´coce des plants en pe´pinie`re au
moment de l’expe´dition des plants, la
strate´gie en amont repose sur les points
suivants : i) diminuer au maximum la
pre´sence de re´gulateurs de croissance
(2,4D) dans les suspensions cellulaires
et la dure´e de l’e´tapedemultiplication ;
ii) mettre en place une trac¸abilite´ totale
de la production par lot. Un lot de
production repre´sentant l’ensemble
des plants issus de la descendance in
vitrod’unemeˆme se´quence d’introduc-
tion (meˆme date d’introduction, meˆme
hybride, meˆme pied me`re) ; iii) mettre
en place une trac¸abilite´ totale de la
production par ligne´e cellulaire (meˆme
cal embryoge`ne d’origine) au sein des
lots de culture ; iv) me´langer plusieurs
lots et plusieurs ligne´es au moment de
l’expe´dition des plants (aumoins 5 lots
de culture diffe´rents constitue´s chacun
d’au moins 5 ligne´es cellulaires diffe´-
rentes) ; v) et enfin, limiter le nombre
de plants produits par ligne´e et par lot.
Conclusion
Depuis plus de 30 ans, le Cirad de´ve-
loppe des recherches acade´miques sur
l’embryogene`se somatique du cafe´ier.
Cet investissement important de la part
d’un institut de recherche public a
ge´ne´re´ une trentaine de publications
scientifiques. Par ailleurs, de nombreu-
ses innovations techniques ont e´te´
mises au point sur ce proce´de´ de
micropropagation dans le cadre de
ces recherches. Pour le partenaire
industriel ECOM, certaines d’entre elles
ont e´te´ suffisamment de´terminantes
pour le convaincre de se lancer dans
l’aventure d’un transfert industriel avec
le Cirad afin de propager de nouvelles
varie´te´s hybrides d’Arabica permettant
d’assurer l’approvisionnement en cafe´
de qualite´.
Le transfert technologique de
l’embryogene`se somatique est acheve´
chez l’espe`ce C. arabica et de´montre
la faisabilite´ d’une propagation de
masse par embryogene`se somatique.
Un changement d’e´chelle conse´quent
a e´te´ possible pour chaque e´tape du
proce´de´ rendant possible un flux de
production continu du laboratoire
vers la pe´pinie`re et par conse´quent
une identification pre´cise des forces et
faiblesses sur l’itine´raire technique
choisi. L’activite´ commerciale a de´bute´
a` partir de 2008 et le cap du million de
plantes vendues aux producteurs
centrame´ricains au cours d’une meˆme
anne´e a e´te´ atteint en 2010. Par
ailleurs, les hybrides F1 (figure 5C)
ont confirme´ leur supe´riorite´ sur les
ligne´es traditionnelles et ge´ne`rent un
tel engouement que la demande est
maintenant supe´rieure a` la capacite´ de
production (2 millions de plantes
pour le seul Nicaragua). L’objectif du
partenaire est donc de re´pondre au
plus vite a` la demande par un nouveau
changement d’e´chelle important de
l’unite´ de production du Nicaragua (5
a` 6 millions de plantes d’ici 4 ans) et
aussi par le montage d’autres unite´s
dans la re´gion. En effet, un prototype
est a` pre´sent disponible pour la partie
laboratoire comme pour la partie
pe´pinie`re qu’il est possible de trans-
poser sur d’autres sites. Une autre
unite´ de production est de´ja` ope´ra-
tionnelle dans l’E´tat de Veracruz au
Mexique pour propager d’autres
hybrides (figures 1E, 1F) ; par ailleurs
plusieurs pe´pinie`res industrielles ont
e´te´ mises en place au Mexique, au
Guatemala et au Salvador. ECOM
envisage a` moyen terme la construc-
tion de nouvelles unite´s de production
dans des pays comme le Bre´sil,
l’Indone´sie et la Tanzanie ou` il existe
une forte demande de mate´riel
hybride.
Enfin, la de´monstration de la faisabilite´
d’une propagation a` grande e´chelle
par embryogene`se somatique chez C.
arabica renouvelle le champ des
possibles dans le domaine de la
se´lection ge´ne´tique chez cette espe`ce.
En effet, la re´ussite de ce transfert
technologique permet dore´navant
d’envisager l’introduction sur le mar-
che´ de nouvelles varie´te´s a` partir de
mate´riels hybrides ou mutants. &
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